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La presente invention a trait au domalne de la desinfection et de la 
decontamination de materiel et d'appareils presentant des surfaces 
susceptibles de servir de support au d§p6t d'un biofilm. 

Ce materiel et/ou ces appareils sont par exemple ceux utilises dans 
le domaine medical, comme les appareils d'analyse et tout le materiel comme 
las dispositifs medicaux reutilisables non autoclavables, comme les 
generateurs de dialyse ainsi que les implants (implants oculaires. valves 
cardiaques) et protheses. Le materiel utilise en dentisterie. voire les 
muqueuses et les dents elles-memes naturelles ou prothetiques sont 
susceptibles egalement d'etre le siege de depot de biofilm. Le materiel utilise 
dans I'industrie alimentaire et ou pharmaceutique peut egalement etre cite ainsI 
que les centrales de climatisation et de maniere plus generate tout materiel en 
contact avec un milieu hydrique susceptible de contenir des bacteries en 
suspension. 

Le probleme majeur actuel est I'eliminatlon du biofilm constitue par 
la biomasse fixee sur les surfaces du materiel, des appareils et ou des 
muqueuses et qui constitue une cause d'infections persistantes et ou de 
contamination. En effet toute bacterie en suspension dans un milieu hydrique a 
la propriete d'adherer aux supports qu'elle rencontre pour former un biofilm. Ce 
biofilm est un agglomdrat de bacteries sur une surface entourees d'une matrice 
d'exopolysaccharldes, sa formation est un phenomena naturel. Une fois form§ 
le biofilm est tres difficile a eliminer. 

Les precedes actuels de decontamination et/ou de desinfection 
proposes pour lutter centre le biofilm, bien qu'ayant une certaine efficacit§ 
notamment antibacterlenne n'eliminent cependant pas le biofilm du support, ce 
qui favorise son redeveloppement, et dans le cas particulier de I'hemodialyse, 
laisse en surface des supports des pyrogenes. 

Pour certains appareils ou materials le biofilm est en outre renforce 
par des depots de tartre constitues de carbonate de calcium et ou de 
magnesium. 

L'utilisation actuelle de solutions decalcifiantes en renforcement 
des solutions purement desinfectantes pour le traitement de certain materiel ne 
permet cependant pas I'eliminatlon totale de ce biofilm sauf ^ utiliser des 
produits comme I'eau de Javel qui si elles sont efficaces sur le biofilm sont 
souvent destructrices pour le materiel et les appareils medicaux. Ces solutions 
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sont en outre inutilisables sur des surfaces en contact avec des tissue et ou 
directement sur les muqueuses. 

On connaTt de Jacquelin L.F., Pathologie Biologie, mai 1994, p. 425 
rutilisation sequentielle d'enzynnes et de disinfectant phenolique pour la 

5 destruction des biofilms. On connait de Johansen C, Applied and 
Environmental Microbiology, septembre 1997, p. 3724 , rutilisation de 
combinaisons enzymatiques comme les glucose oxydases et la 
lactoperoxydase. On connaTt de WO01/53010 un precede enzymatique 
d'elimination des biofilms comprenant rutilisation d'une enzyme appartenant au 

10 groupe des carbohydrases et des proteases et leur utilisation sequentielle et 
egalement en combinaison ou de fagon independante d'agents appartenant au 
groupe des biocides, chelatants, et autres nettoyants. 

On connaTt egalement de EP11 86574, un precede d'elimination des biofilms 
des surfaces en contact avec de Teau caracterise en ce qu'il comporte un 
15 nettoyage avec un principe actif enzymatique et un nettoyage avec un produit 
desinfectant destine a tuer les bacteries liberees par Taction du melange 
enzymatique, mais les resultats obtenus ne sont pas satisfaisants et aucun 
precede, ni produit ne permet actuellement d'eliminer ces biofilms. , 

20 La presente invention permet de resoudre le probleme par la mise en oeuvre 
d'un precede et une selection de produits permettant d'obtenir une efficacite 
d'elimination jamais obtenue jusqu'a present. 

La presente invention concerne un precede d'elimination du biofilm 
25 caracterise en ce qu'il comprend au moins les etapes suivantes effectuees 
simultanement ou consecutivement : 

a) on dispose d'une solution comprenant un melange enzymatique 
contenant au moins une enzyme choisie dans le groupe des proteases et au 
moins une enzyme choisie dans le groupe des osidases, 
30 b) on dispose d'une solution comprenant un detergent presentant 

des proprietes antibacteriennes, antivirales et antifongiques, 

c) on applique par lavage ou par circulation lesdites solutions sur la 
surface a traiter. 



35 



Le precede selon Tinvention est caracterise en ce qu'il comprend 
en outre les etapes suivantes effectuees simultanement ou consecutivement : 
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d) on dispose d'une solution comprenant un acide susceptible de 
dissoudre des depots de sels mineraux, 

e) on applique par lavage ou par circulation ladite solution sur la 
surface a traiter. 

L'invention concerns egalement : 

- le procede selon l'invention, caract6rise en ce que en ce que la 
protease est choisie dans le groups constitu6 par les exopeptidases ou les 
endopeptidases comme la trypsins ; 

- le procede selon l'invention, caracterls6 en ce que en ce que 
I'osidase ou carbohydrase est choisie dans le groupe constitue par I'amylase, 
la glycosidase et la galactosidase ; 

- le procede selon l'invention, caracterise en ce que !e melange 
enzymatique comprend en outre une enzyme choisie dans le groupe constitue 

15 par les hydrolases scindant les liaisons esters ou esterases, notamment les 
carboxylester-hydrolases comme la lipase, les phospholipases, et/ou les 
phosphonodiesterases comme la ribonuclease ; 

- le procede selon l'invention, caracterise en ce que le melange 
enzymatique est la pancreatine ; 

20 - le proced§ selon l'invention, caracterise en ce que le detergent 

presentant des propriet^s antibact^riennes, antivirales et antifongiques est une 
solution contenant des agents tensioactifs ; 

- le procede selon l'invention, caractsrise en ce que le detergent 
presentant des proprietes antibacterlennes, antivirales et antifongiques est une 

25 solution alcaline contenant des agents tensioactifs et un ammonium 
quaternaire ; 

- le procede selon l'invention, caracterise en ce que le detergent 
presentant des proprietes antibacteriennes, antivirales et antifongiques est une 
solution neutre contenant des agents tensioactifs ; 

30 - le procede selon l'invention, caracterise en ce que le detergent 

presentant des proprietes antibacteriennes, antivirales et antifongiques est une 
solution acide contenant des agents tensioactifs, dans cette variante le 
detergent etant une solution acide il possede ^ la fois les proprietes 
antibacteriennes. antivirales et antifongiques et permet sans etape 

35 supplementaire de dissoudre les depots de sels mineraux ; 
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- le procede selon Tinvention, caracterise en ce que le detergent 
contient en outre un desinfectant comme une solution d'hypochlorite de 
sodium, ou d'hypochlorite de potassium ; 



5 Lorsque dans une variante le procede comprend une etape de 

lavage par une solution acide poureliminer les depots de sels mineraux, Tacide 
est choisi dans le groupe constitue par Tacide citrique, Tacide peracetique, 
Tacide glycolique ou oxyacetique. 

10 L'invention conceme egalement un kit destine a Telimination du 

biofilm caracterise en ce qu1l comprend au moins une solution. d'un melange 
enzymatique contenant au moins une enzyme choisie dans le groupe des 
proteases et au moins une enzyme choisie dans le groupe des osidases, et au 
moins une solution d'un detergent presentant des proprietes antibacteriennes, 

15 antivirales et antifongiques, 

L'invention concerne egalement : 

- un kit selon Tinvention, caracterise en ce que la protease est 
choisie dans le groupe constitue par les exopeptidases ou les endopeptldases 
comme la trypsine ; 

20 - un kit selon invention, caracterise en ce que Tosidase ou 

carbohydrase est choisie dans le groupe constitue par I'amylase, la 
glycosidase et la galactosidase 

- un kit selon invention, caracterise en ce que le melange 
enzymatique comprend en outre une enzyme choisie dans le groupe constitue 

25 par les hydrolases scindant les liaisons esters ou esterases, notamment les 
carboxylester-hydrolases comme la lipase, les phospholipases, et/ou les 
phosphonodiesterases comme la ribonuclease ; 

- un kit selon l'invention, caracterise en ce que le melange 
enzymatique est la pancreatine ; 

30 - un kit selon l'invention, caracterise en ce que le detergent 

presentant des proprietes antibacteriennes, antivirales et antifongiques est une 
solution contenant des agents tensioactifs ; 

- un kit selon invention caracterise en ce que le detergent 
presentant des proprietes antibacteriennes, antivirales et antifongiques est une 

35 solution alcaline contenant des agents tensioactifs et un ammonium ; 
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- un kit selon ('invention caracterise en ce que le detergent 
presentant des propri§tes antibacteriennes, antivirales at antifongiques est une 
solution neutre contenant des agents tensioactifs ; 

- un l<lt selon I'invention caracterise en ce que le detergent 
presentant des propri§t6s antibacteriennes, antivirales et antifongiques est une 
solution acide contenant des agents tensioactifs ; 

- un kit selon I'invention, caracterise en ce qu'il comporte en outre 
une solution d'un desinfectant comme une solution d'hypochlorite de sodium, 
ou d'hypochlorite de potassium ; 

- un kit selon I'invention, caracterise en ce qu'il comporte en outre 
une solution d'un acide susceptible de dissoudre des depots de sels mineraux 
comme le carbonate de calcium ; 

- un kit selon I'invention, caracterise en ce que dans la solution 
acide pour eliminer les depots de sels mineraux, I'acide est choisi dans le 
groupe constitue par I'acide citrique, I'acide peracetique. I'acide glycolique ou 
oxyacetique. 

Dans une variante de I'invention la solution comprenant le melange 
enzymatique et la solution comprenant le detergent forme une solution unique, 
I'invention concerne done une composition destin6e a I'^limination du biofilm 
caracterisee en ce qu'elle comprend un melange enzymatique contenant au 
moins une enzyme cholsie dans le groupe des proteases et au moins une 
enzyme choisie dans le groupe des osidases. et un detergent presentant des 
proprietes antibacteriennes, antivirales et antifongiques. 

Dans un mode de realisation particulier I'invention concerne une 
composition caracterisee en ce que le' melange enzymatique est la 
pancreatine. 



On entend par biofilm, un ensemble de microorganismes 
developpes sur un support, notamment bacteries, virus, parasites et 
champignons. Ce biofilm se d^veloppe et les microorganismes secretent une 
gangue d'exopolymeres contenant entre autre des exopolysaccharides qui va 
former un film biologique appel6 « slime » ou « glycocalix » et qui se presente 
sous forme d'un depot gelatlneux ^ la surface des parois. 

On entend par pancreatine, un extrait de pancreas, contenant les 
enzymes digestives de cette glande, notamment des enzymes proteolytiques 



1 er depot 



6 

ou proteases et des enzymes comme la lipase, ramylase, la ribonuclease et la 
trypsine. 

On entend par detergent tout produit dont la connposition a ete 
specialement etudiee pour concourir au developpement des phenomenes de 
5 detergence et qui comprend des composants essentiels les agents de surface 
qui sent des tensio-actifs et eventuellement des composants complementaires 
(adjuvants, renforgateurs, charges, additifs divers). Les tensio-actifs sont des 
composes chimiques qui introduits dans un liquide, en abaissent la tension 
superficielle, ce qui a pour effet d'en augmenter les proprietes mouillantes. 

10 

L'efficacite du precede selon ['invention a ete testee selon le plan d'experience 
decrit ci-apres. 

Le precede a ete teste et mis en oeuvre experimentalement sur 5 
15 types de biofilms ; les biofilms 1 , 2, 3 et 5 ont ete obtenus grace a un modele in 
vitro mimant le generateur d'hemodialyse. 

Biofilml : enrich! en nutriments de croissance acceleree (3 jours) 
d'epaisseur moyenne (environ 10^ UFC/cm^), tres riche en « slime » 
20 [ 

Biofilm 2 : non enrichi en nutriments, s'etant developpe en 1 mois, 
equivalent a ceux rencontres reellement dans les generateurs de dialyse 
(environ 10^ UFC/cm^), tres riche en cristaux de tartre 

25 Biofilm 3 : enrichi en nutriments de croissance acceleree (5 jours) 

epais (environ 10^ UFC/cm^), tres riche en « slime » 

Biofilm 4 : echantillon de tubulure vehiculant de i'eau pour 
hemodialyse, preleve dans un centre, recouvert d'un biofilm d'environ 10^ 
30 UFC/cm^ mais s'etant developpe en plus d'un an. 

Biofilm 5 : enrichi en nutriments de croissance acceleree, s'etant 
developpe dans un modele « preventif » en 3 semaines. 



35 
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Realisation du modele in vitro 

Un corps de reacteur de 250 ml a ete rempli par un dialysat non 
sterile, prepare par dilution de solutions concentr^es pour h^modialyse steriles 
5 apyrogenes (Clearflex®, Bieffe Medital). avec de I'eau osmosee non sterile 
contenant Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Flavimonas 
oriz/bitans, produite en continu au laboratoire. 

Le milieu contaminant circulait en circuit ferme dans une boucle de 
tubulure en silicone de 1 ,5 metres de long et de 5 mm de diametre interne ^ un 
10 debit de 500 ml/min grace a une pompe peristaltique. L'ensemble des 
tubulures et le corps de reacteur ont ete pr6alablement sterilises a I'autoclave a 
12rc pendant 30 minutes. Ainsi, le dialysat contamine naturellement par les 
bacteries de I'eau etait la seule source de micro-organismes. 

L'ensemble du systeme a ete maintenu a une temperature de 37°C 
15 grace a une plaque chauffante sur laqueile etait pose le corps de reacteur. 

Dans le cas des biofilm 1 , 3 et 5 la croissance bacterienne et par 
consequent le deveioppement du biofilm ont ete acceleres par ajout de bouillon 
de culture LB dilue au 1/50 soit une solution de bouillon LB diluee au 1/5^"^^ 
apportee a un debit egal au 1/10^"^ de celui du dialysat.Les debits d'apport du 
20 dialysat et du bouillon de culture, regules par une pompe peristaltique, etaient 
respectivement de 5 et 0,5 ml/minute. 

Dans le cas du biofilm 5, le modele a ete modifie de la fagon 

suivante : 

25 Des segments de tubulures en silicone connectes entre-eux par 

des raccords en polypropylene, ont ete parcourus pendant 4 heures par un 
dialysat non sterile enrichi en milieu de culture. Toutes les 4 heures, les 
tubulures ont ete deconnectees et integrees a des systemes de desinfection 
(voir ci -apres) Apres traltement, les tubulures ont ete reconnectees et le 

30 milieu contaminant a ete remis a circuler pendant 4 heures. En parallele, des 
tubulures temoins ont ete reparties dans le circuit et sans jamais subir de 
desinfection. Chaque jour, 2 seances d'hemodialyse entrecoupees chacune 
d'une seance de desinfection ont ainsi pu §tre effectuees. La nuit et les week- 
end, le systeme etait arrete apres la derniere disinfection et les tubulures 

35 etaient maintenues vides a temperature ambiante. Le systeme a fonctionne 
jusqu'au deveioppement d'un biofilm mature sur les tubulures temoins. 



1 er depot 



8 



Produits et combinaisons testes 

5 17 produits ont ete testes appartenant a 6 families differentes. La 

liste de ces produits est donnee dans le tableau I. Ces produits ont ete evalues 
seuls ou en combinaisons. Ainsi, un screening complet de 60 combinaisons a 
ete realise sur le biofilm 1 ; 9 combinaisons ont ensuite ete evaluees sur le 
biofilm 2 ; enfin, la meilleure combinaison selectionnee a ete testee sur les 
10 biofilms 3, 4 et 5. 

Tableau I : Liste des produits testes 



Famille 


Produit 


Fournisseur 


Surfactants /detergents 


Sodium dodecyi sulfate 

Triton 

RBS 

Tween 


Sigma 

Sigma 

Chemical Prdducts 
Sigma 


Enzymes 


Trypsine 
Pancreatine 
Protease fongique 
Thermolysine 


Sigma 

Sigma 
Sigma 
Sigma 


Acides 


Acide perchlorique 
Acide citrique 
Acide trichloracetique 


Merck > 

Merck 

Merck 


Produits de dissociation cellulaire 


Versene 

Cell dissociation 


Sigma 
Sigma 


Alcalins 


NaOH 
KOH 


Prolabo 
Prolabo 


Divers 


Eau de Javel 

Tampon pHlO (Bicarbonate) 


Prepare au iabo 



15 Echantillonnaqe 

Les tubulures recouvertes des biofilms 1, 2, et 3 ont ete decoupees 
en segments de 5 cm de long. Pour le screening sur les biofilms 1 et 2, 
chaque segment a ete selectionne par tirage au sort pour subir Tun des 
20 differents traitements a etudier. Des echantillons controle preleves au hasard 
sur la boucle en silicone ont ete conserves non traites 
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Traitement des echantillons 

Les segments de tubulure a trailer ont ete fixes sur la tubulure 
descendante d'un montage constitue de 2 tubulures, I'une ascendante, I'autre 
5 descendante, d'une pompe peristaltique et d'un bain marie (pour les 
traitements effectues a une temperature superieure a 20°C). Le produit a tester 
en mode « recirculation »a ete mis en solution dans une fiole de 100 ml et a ete 
entrainee par la pompe peristaltique a un debit de 500 ml/min en circuit ferm§ ^ 
travers les tubulures pendant une duree respectant les temps de contact 

10 decrits dans le tableau 11. Le produit a tester en mode « statique » a ete mis en 
solution dans une fiole de 100 ml et a ete entramee par la pompe peristaltique 
jusqu'a remplissage des tubulures ; puis, la pompe a ete arretee et le produit 
maintenu en stase pendant le temps de contact souhaite. Apres chaque 
traitement par un produit donne, les echantillons de tubulures ont ete rinces 5 

15 minutes par de I'eau osmos6e. 

Methodes d'etude de I'efficacite des traitements 

Trois parametres fondamentaux ont ete retenus pour revaluation 
20 de I'efficacite des traitements 

la reduction de la surface couverte 

la reduction du nombre de bacteries cultivables 

la reduction du taux d'endotoxines 

25 Les screening sur les biofilms 1 et 2 n'ont tenu compte que du 

premier parametre. La meilleure combinaison retenue a ensuite ete evaluee de 
maniere approfondie pour son efficacite sur la mortalite bacterienne et 
I'elimination des endotoxines. 

30 ^-^-t?^ft'?'-^--^..?-V§!yatiQn.qua^^^^ : 

Les biofilms temoins et traites ont ete colores : 
-soit par une solution de cristal violet a 0,25% 
-soit par une solution de fluorochromes Baclight® (Syto 9 et iodure 
35 de propidium). Les bacteries viables apparalssent vertes ; les mortes 
apparaissent jaunes ou rouges. 
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Les echantillons de tubulure en silicone recouvertes de biofilms 
colore ont ete attaches sur des lames de verre et observes au microscope 
optique, relie lui-meme a une camera et a une logiciel d'analyse d'images 
« Scion Images ». Ainsi, plusieurs photographies d*un meme echantillon (6 a 
5 10 ) ont ete prises, la surface coloree a ete evaluee quantitativement par le 
logiciel d'analyse d'images, et une valeur moyenne de surface couverte par 
echantillon a ete calculee. Cette valeur moyenne a ete comparee a la surface 
couverte des echantillons temoins non traites : uh pourcentage de reduction de 
la surface couverte a alors ete calcule. 
10 D'autre part, pour une observation plus precise, les echantillons 

traites par la combinaison la plus efficace ont ete observes au microsocpe 
confocal laser. 

Methode de quantification des bacteries cultivables 

15 

Le biofilm recouvrant les echantillons de tubulure a ete detache du 
support par un grattoir mecanique assurant un decrochage complet, homogene 
et reproductible, Ce grattoir etait constitue d'un tournevis electrique a 
Textremite duquel etait fixee une spatule en acier inoxydable sterilisable ^a la 

20 flamme. La rotation de la spatule dans la lumiere de la tubulure a entrame la 
biomasse au fond d*un tube sterile. Uentramement a ete facilite par un filet 
d*eau sterile. Les eventuels agregats bacteriens ont ensuite ete dissocies au 
travers de Taiguille d'une seringue. Le nombre de bacteries cultivables a ete 
determine par denombrement des UFC apres etalement de la suspension 

25 bacterienne resultante sur gelose R2A incubee a temperature ambiante 
pendant 7 jours. 

Pour plus de precision, les echantillons se revelant non contamines 
apres etalement ont ete totalement filtres et la membrane de filtration a ete 
incubee sur gelose R2A a temperature ambiante pendant 7 jours. 

30 

Methode de dosage des endotoxines 

Les endotoxines bacteriennes ont ete quantifiees dans la 
suspension bacterienne resultant du decrochage (voir ci-dessus) par les test 
35 standardise de reference : le test LAL chromogenique cinetique (Charles River 
Endosafe). 
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Resultats de I'etude sur les biofilms 1 et 2 

Les resultats des screening sur les biofilms 1 et 2 sont present6s 
dans les tableaux 11 et III 



Tableau II : Screening sur le Biofilm 1 

10 



Trait' n** produit 


cone 


*C 


VCt 1 1 


llliJU6 


resuiiai 


1 


SDS 


5% 


amb 


40 min 


Stat 


** 


2 


triton 


5% 


amb 


40 min 


stat 




3 


RBS 


5% 


amb 


40 min 


stat 


** 


4 


tween 


5% 


amb 


40 min 


Stat 




5 


versene 


pure 


amb 


40 min 


stat 




6 


trypsin 


EDTA IX 


amb 


40 min 


stat 




7 


trypsin 


0,25% 


37 


40 min 


stat 


**• 


8 


SDS 


5% 


amb 


40 min 


recirc 




9 


tween 


5% 


amb 


40 min 


1 V* 




10 


RBS 


5% 


amb 


40 min 






11 


perchio ac 


0,05% 


amb 


40 min 


Stat 




12 


NaOH 


0.01N 


amb 


40 min 


stat 


* 


13 


KOH 


0.02N 


amb 


40 min 


stat 


** 


14 


TCA 


0.25% 


amb 


40 min 


Stat 




15 


KOH 


0.02N 


amb 


40 min 


recirc 


** 


16 


triton 


5% 


amb 


40 min 


recirc 




17 


RBS 


5% 


amb 


1h 


recirc 


**★ 


18 


RBS 


5% 


amb 


24h 


recirc 


**** 


19 


RBS 


2% 


amb 


1h 


recirc 


**■* 


20 


RBS 


2% 


amb 


24h 


recirc 


**** 


21 


KOH 


0,02N 


amb 


1h 


recirc 


**•* 


22 


KOH 


0.02N 


amb 


24h 


recirc 




23 


pancreatin 


1% 


37 


1h 


recirc 




24 


pancreatin 


1% 


37 


1h 


stat 


** 


25 


pancreatin 


0,10% 


37 


2h 


recirc 




26 


citric ac 


3% 


amb 


40 min 


recirc 




27 


KOH 


0.002N 


amb 


40 min 


recirc 


** 


28 


Cell dissoc 


pure 


37 


40 min 


stat 




29 


trypsin 


0,25% 


37 


40 min 


recirc 




30 


protease 


0,25% 


37 


40 min 


recirc 




31 


RBS 


2% 


amb 


40 min 


recirc 


★**■♦ 


32 


RBS +01 


2%+0.2% 


amb 


40 min 


recirc 




33 


thermolys 


2nng/50ml 


37 


40 min 


recirc 


** 
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34 


pancreatin 


0,50% 


37 


40 min 


recirc 


*** 


35 


KOH 


0.001N 


amb 


40 min 


recirc 


*★ 


36 


RBS 


2%ph7 


amb 


40 min 


recirc 


*** 


37 


trypsin 


1% 


37 


40 min 


recirc 




38 


protease 


1% 


37 


40 min 


recirc 


** 


39 


RBS 


1%ph10 


amb 


40 min 


recirc 




40 


RBS 


0.5%ph10 


amb 


40 min 


recirc 


***^*^ 


41 


RBS 


1%ph10 


amb 


5 min 


recirc 


*** 


42 


RBS 


0.1%ph10 


amb 


40 min 


recirc 




43 


RBS + 
pancreatin 


1% ph10 
1% 


40 


5 min 


recirc 


* 


44 


RBS + 
pancreatin 


1% phIO 
0,50% 


40 


5 min 


recirc 


** 


45 


RBS + 

pancreatin 


1%ph10 

0,50% 


40 


40 


recirc 




46 


buffer oh 10 


pure 


37 


40 


recirc 


* 


47 


pancreatin 


0.5 pti10 


37 


40 


recirc 


** 


48 


pancreatin 
et RBS 


0.5%ph7 
1% ph10 


37 
amb 


5 min 
5 min 


recirc 
recirc 




AQ 


o a n r^fo c»f i n 

jJCll ILrl cdiu 1 


n O'^o/.nh? 

\J.^\J /0\Jlll 




oi 1 1 II 1 


I C^Oil o 




50 


pancreatin + 


0.25%ph7 


37 


5min 


recirc 


■** 


51 


pancreatin + 
inermoiys ^ 
protease 


0.25%ph7 

9mn/Rnml 

0,25% 


37 


5min 


recirc 


** 




pancreaiin + 
thermolys + 
protease + 
trypsin 


/opn / 
2mg/50ml 

UjiJlO /o 

0,25% 


x3 / 


5min 


recirc 


** 


Do 


pancreaiin 

et RBS 


1% 


'^7 
o / 

amb 


5 min 

5 min 


recirc 




D4 


pancreaiin 
et RBS 


0,50% 


'^7 

amb 


5 min 
5 min 


recirc 


A- 


55 


pancreatin 
ei kdo 


0,25% 

U,DU /o 


37 
amb 


5 min . 
ou mm 


recirc 


***** 


56 


pancreatin 
pf RRS 


0,10% 


37 
amb 


5 min 
5 min 


recirc 


***** 


57 


pancreatin 
et RBS 


0,10% 
0,10% 


37 
amb 


5 min 
5 min 


recirc 


***** 


58 


citric ac 
et RBS 


3% 
1% 


37 
amb 


5 min 

30 min 


recirc 


***** 


59 


citric ac 
et pancreatin 
et RBS 


3% 
0.50% 

1% 


37 
37 
amb 


5 min 
5 min 
30 min 


recirc 


***** 


60 


pancreatin 
et RBS 


0,50% 
1% 


37 
amb 


5 min 
30 min 


recirc 


***** 
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Legende 


Elimination 


% reduction 
surface couverte 




Pas 


0 




d'elimination 




* 


Mauvaise elimination 


0- 






25 






% 




Elimination 


25- 




moderee 


50 






% 


*** 


Bonne elimination 


50- 






75 






% 




Excellente elimination 


75- 






99 






% 


***** 


Elimination complete 


10 






0% 



+ = melange 

et = application sequentielle 

5 



Tableau III : Screening siir le bioillm 2 



Trait* 
n" 


produit 


cone 


X 


temps 


mode 


resultat 


1 


Pancreatin 
et RBS 


0.5%pli 

7 

1%ph10 


37 
amb 


5 min 

5 min 


recirc 
recirc 


*** 


2 


citric ac 
etRBS 


3% 
1% 


37 
amb 


5 min 
30 min 


recirc 


ic-k-k-kHc 


3 


pancreatin 
et citric ac 
etRBS 


0,50% 
3% 
1% 


37 
37 
amb 


5 min 
5 min 
30 min 


recirc 


***** 


4 


pancreatin 
et RBS 


0,50% 
1% 


37 
amb 


5 min 
30 min 


recirc 


*** 


5 


citric ac 
et pancreatin 

et RBS 


3% 
0,50% 
1% 


37 
37 
amb 


5 min 
5 min 

30 min 


recirc 


***** 


6 


pancreatin 
et RBS 


0,50% 
1% 


37 
amb 


5 min 
30 min 


recirc 


*** 


7 


citric ac 


3% 


37 


5 min 


recirc 


**** 


8 


citric ac 
et RBS 


3% 
0,50% 


37 
amb 


5 min 
30 min 


recirc 


***** 


9 


citric ac 
et RBS 


3% 
0,10% 


37 
amb 


5 min 
30 min 


recirc 


**** 
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La combinaison retenue suite a ces screening a ete celle 
pernnettant la meilleure elimination des 2 biofilms, a savoir, la « combinaison 
K » suivante : 

5 Produit A = Pancreatin®, reactif de laboratoire commercialise par 

Sygma. Extrait du pancreas de pore, il s'agit d'un melange enzymatique 
contenant entre autre lipase, protease, amylase, trypsine, ribonuclease,.. 

Produit B = acide citrique 

10 

Dans le cas particulier de la desinfection des generateurs de 
dialyse, ce produit agit comme decalcifiant et elimine les cristaux de tartre qui 
emprisonnent les bacteries et favorisent Tadhesion du biofilm au support. 

15 Produit C = RBS® , solution detergente alcaline moussahte, 

commercialisee par la societe Chemical Products , a proprietes bactericides, 
virucides et fongicides, contenant des agents tensio-actifs et un ammonium 
quaternaire (agent desinfectant). 



20 DonneesquaJitatiye^^^ 

Des photographies des biofilms 1 et 2 avant et apres action de la 
combinaison K ont permis de quantifier visuellement Taction de la combinaison. 

Le tableau IV donne les valours des parametres mesures avant et 
25 apres action de la combinaison K. 



Tableaux IV : Donnees quantitatives de revaluation de Tefficacite 
de la combinaison K sur les biofilms 1 et 2 

30 Tableau IV a) Biofilm 1 



Parametre 


Avant traitement 


Apres traitement 


% reduction 


Surface couverte 
(Inches ^) 


20 


<0,001 


>99,99 


Bacteries cultivables 
(UFC/cm^) 


10^ 


<1 


>99,999 


Endotoxines(EU/cm'') 


10039 


<0,005 


>99,99 
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Tableau IV b) Bioiilm 2 



Parametre 


Avant traitement 


Aprds traitement 


% reduction 


Surface couverte 
(Inches ^) 


13,4 


<0,001 


>99,99 


Bacteries cultivables 
(UFC/cm^) 


3.10^ 


<1 


>99,999 


EndotoxinesCEU/cm"^) 


40 


<0,005 


>99,99 



Determination de la MIC du RBS 



Le pouvoir antibacterien de cette combinaison etant porte par le 
RBS, sa concentration minimale inhibitrice a ete determlnee sur les germes 
constituent les biofilms etudies. 

Un melange de dialysat frais contamine (prepare avec de i'eau 
osmosee non sterile contenant les germes decrits precedemment) et de 
bouillon LB dans les proportions 50/50 v/v a ete realise. Des solutions de RBS 
aux concentrations de 100 %. 50 %, 10 %, 5 %, 1 %, 0.5 % et 0,1 % ont ete 
faites par dilutions en cascades, puis 300 nl de chacune de ces solutions ont 
ete ajoutes a 3 ml du melange contamln6. Apr§s 12 heures d'incubation a 
temperature ambiante, les UFC ont ete denombrees sur gelose R2A pour 
chacune des concentrations de RBS testees. 

La MIC est definie comme etant la plus faible concentration qui 
conduit a I'inhibition de la croissance des germes. Les resultats sont donnes 
dans le tableau V. 



Tableau V : Determination de la MIC du RBS 



1 Conc(%) 


0 


0,01 


0,05 


0,5 


1 


2 


3 


4 


5 


10 1 


1 UFC/ml 


2 10=* 


4,8 10' 


2,1 10' 


9 10" 


6,1 10" 


1,4 10^ 


1200 


200 


0 


on 



Par securite. on choisit d'utiliser la solution de RBS diluee de 
maniere a obtenir 1,5 MIC. 
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Plptocgle mitiaj.rejem 

Pancreatine 0,5 %, pH 7,3 : Preparation pour 100 ml : 500 nng de 
poudre de Pancreatine + 1 g de tampon PBS (phosphate buffer saline) 
5 (Sigma) pulverise, dilues dans 100 ml d'eau pour hemodialyse (EHD). 

Passage de la solution en circuit ferme dans les tubulures a un 
debit de 500 ml/min pendant 5 minutes a 37°C. 

Ringage 5 minutes par de TEHD a 500ml/min en circuit ouvert. 

10 Acide citrique 3%, pH 2,2 : Preparation pour 100 ml : 3 g d'acide 

citrique pulverise (Merck) dans 100 ml d'EHD. 

Passage de la solution en circuit ferme dans les tubulures a un 
debit de 500 ml/min pendant 5 minutes a 20°C 

Rin^age 5 minutes par de TEHD a 500ml/min en circuit ouvert. 

15 

RBS® 7% pH 10: preparation pour 100 ml : 7 ml de solution 
concentree + 566 mg de carbonate de sodium pulverises + 388 mg de 
.bicarbonate de sodium pulverise , dilues dans QSP 100 ml d'EHD. 

Passage de la solution en circuit ferme dans les tubulures a un 
20 debit de 500 ml/min pendant 30 minutes a 20°C 

Ringage 5 minutes par de I'EHD a 500ml/min en circuit ouvert. 



25 Resultats de I'etude sur les biofilms 3 et 4 

La combinaison K sous sa forme initiate decrite ci-dessus a laisse 
quelques cellules adherentes sur les biofilms 3 et 4, particulierement epais ou 
anciens. Pour Telimination de tels biofilms, une « formule enrichie »de la 
30 combinaison K a ete developpee. 

Formule ^ enrichje 

Pancreatine 1 %. pH 7.3 : Preparation pour 100 ml : 1 g de poudre 
35 de Pancreatine + 1g de tampon PBS (phosphate buffer saline) (Sigma) 
pulverise, dilues dans 100 ml d'eau pour hemodialyse (EHD). 
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Passage de la solution en circuit ferme dans ies tubulures a un 
debit de 500 ml/min pendant 5 minutes a S^C. 

RIngage 5 minutes par de I'EHD ^ 500ml/mln en circuit ouvert. 

Acide citrique 5%, pH 2,2 : Preparation pour 100 ml : 5 g d'aclde 
citrlque pulverise (iVIerck) dans 100 ml d'EHD. 

Passage de la solution en circuit ferme dans Ies tubulures a un 
debit de 500 ml/min pendant 30 minutes a 20X 

Ringage 5 minutes par de I'EHD d 500ml/min en circuit ouvert. 



RBS® 15% pH 10: preparation pour 100 ml : 15 ml de solution 
concentree + 566 mg de carbonate de sodium pulverises + 388 mg de 
bicarbonate de sodium pulverise + 6 ml d'eau de Javel concentree a 5,2 % 
(concentration finale en hypochlorite de sodium de 0,3 %), dilues dans QSP 
15 100 ml d'EHD 

Passage de la solution en circuit ferme dans Ies tubulures a un 
debit de 500 ml/min pendant 1 nuit a 20''C 

Ringage 5 minutes par de I'EHD a 500ml/min en circuit ouvert. 



20 



P.Q.n.n§es.quaJjtatiyes.^^^ 



Des photographies du biofilm 4 avant et apr^s action de la 
combinaison K enrichie ont permis de quantifier visuellement I'efficacit^ du 
precede selon I'invention.. 

25 Le tableau VI donne Ies valeurs des parametres mesur^s avant et 

apres action de la combinaison K enrichie sur le biofilm 4 



30 



Tabieaux Vi : Donn§es quantitatives de revaluation de I'efficacite 
de la combinaison K enrichie sur le biofilm 4 



Parametre 


Avant traitement 


Apres traitement 


% redujction 


Surface couverte 
(Inches ^) 


25 


<o,ooi 


>99,99 


Bacteries cultivables 
(UFC/cm^) 


1600 


<i 


>99,999 


Endotoxines(EU/cm^) 


115 


<0,005 


>99,999 
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Resultats de I'etude sur le biofilm 5 

5 Un biofilm tres epais (plus de 3.10^ UFC/cm^) tres riche en slime, 

tres riche en endotoxines bacteriennes et couvrant totalement la surface de 
rechantillon (30 Inches^) s'est developpe a la surface des echantillons 
controies non traites, alors que seulement quelques cellules adherentes mortes 
se sont deposees en surface des echantillons traites toutes les 4 heures par le 
10 combinaison K non enrichie (formule initiale). 

Les donnees quantitatives sont presentees dans le tableau VII. 

Tableau VII ; Efficacite de la combinaison K sur le biofilm 5 

15 



Parametre 


Sans traitement 


Avec traitement 


% inhibition 


Surface couverte 
(Inches ^) 


30 


1,3 


96 


Bacteries cultivables 
(UFC/cm^) 


3,9 10" 


<1 


>99,999 


Endotoxines(EU/cm'^) 


65282 


0,4 


>99,999 



Des photographies du biofilm controle et des echantillons traites 
ont permis de verifier Tefficacite du precede selon invention. 

20 

Le procede et le kit selon Tinvention peuvent etre utilises dans les 
circuits des appareils d'hemodialyse, dans la lutte centre la legionellose par 
25 exemple dans les circuits d'eau chaude et les systemes de climatisation et les 
tours de refroidissement, dans Industrie agroalimentaire, dans les salles a 
atmosphere controlee ou dans les salles a atmospheres confinees, pour le 
nettoyage du materiel en dentisterie pour les dispositifs medicaux reutilisables 
et non autoclavables. 

30 

Dans les appareils de circulation de fluides, le procede selon 
I'invention sera mis en oeuvre, par introduction de la ou des solutions 
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simultanement ou sequentiellement dans les circuits dans lesquels le biofilm 
doit etre elimine, mise en circulation pendant une periode suffisante pour 
permettre ('elimination du biofilm, puis purge et rinpage si necessaire. 

Pour le traitement de surfaces, plans de travail, protheses, le 
procede selon I'invention sera mis en oeuvre par application ou par trempage 
de la ou des solutions selon I'invention de fagon sequentielle ou simultanee 
puis ringage si necessaire. 



ler depot 



Modifiee le 05/01/2004 



20 



REVENDICATIONS 



1. Precede d'elimination du biofilm caracterise en ce qu'il 
5 comprend au moins les etapes suivantes effectuees simultanement ou 

consecutivement : 

a) on dispose d'une solution comprenant un melange enzymatique 
contenant au moins une enzyme choisie dans le groupe des proteases et au 
moins une enzyme choisie dans le groupe des osidases ou carbohydrases, 
10 b) on dispose d'une solution comprenant un detergent presentant 

des proprietes antibacteriennes, antivirales et antifongiques, 

c) on applique par lavage ou par circulation lesdites solutions sur la 
surface a traiter. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 
15 comprend en outre les etapes suivantes effectuees simultanement ou 

consecutivement : 

d) on dispose d'une solution comprenant un acide susceptible de 
dissoudre des depots de sels mineraux, 

e) on applique par lavage ou par circulation ladite solution sur la 
20 surface a traiter. 

3. Procede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que en ce que la protease est choisie dans le 
groupe constitue par les exopeptidases ou les endopeptidases comme la 
trypsine . 

25 4. Procede selon Tune quelconque des revendications 

precedentes, caracterise en ce que en ce que Tosidase ou carbohydrase est 
choisie dans le groupe constitue par ['amylase, la glycosidase et la 
galactosidase 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 
30 precedentes, caracterise en ce que le melange enzymatique comprend en 

outre une enzyme choisie dans le groupe constitue par la lipase, {'amylase et la 
ribonuclease. 

6. Procede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le melange enzymatique est la pancreatine. 
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REVENDiCAT!0^9S 

1. Precede d'elimination du biofilm caracterise en ce qu'il 
comprend au moins les etapes suivantes effectuees simultanement ou 
consecutivement : 

a) on dispose d'une solution comprenant un melange enzymatique 
contenant au moins una enzyme choisie dans le groupe des proteases et au 
moins une enzyme choisie dans le groupe des osidases ou carbohydrases, 

b) on dispose d'une solution comprenant un detergent presentant 
des proprietes antibacterlennes, antivirales et antifongiques, 

c) on applique par lavage ou par circulation lesdites solutions sur la 
surface a traiter. 

2. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 
15 comprend en outre les stapes suivantes effectuees simultanement ou 

consecutivement : 

d) on dispose d'une solution comprenant un acide susceptible de 
dissoudre des depots de sels mineraux, 

e) on applique par lavage ou par circulation ladlte solution sur la 
20 surface a traiter. 

3. Proc§de selon I'une quelconque des revendlcatlons 
precedentes, caracterise en ce que en ce que la protease est choisie dans le 
groupe constltue par les exopeptidases ou les endopeptidases comme la 

trypsine . 

Precede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que en ce que I'osidase ou carbohydrase est 
choisie dans le groupe constitue par I'amylase, la glycosidase et la 
galactosidase 

5. Precede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le melange enzymatique comprend en 
outre une enzyme choisie dans le groupe constitue par la lipase, I'amylase et la 
ribonuclease. 

6. Precede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le melange enzymatique est la pancreatine. 
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7. Procede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes 
antibacteriennes, antivirales et antifongiques est une solution contenant des 
agents tensioactifs . 

5 8. Procede selon Tune quelconque des revendications 

precedentes, caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes 
antibacteriennes, antivirales et antifongiques est une solution alcaline 
contenant des agents tensioactifs et un ammonium. 

9. Procede selon Tune quelconque des revendications 
10 precedentes, caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes 

antibacteriennes, antivirales et antifongiques est une solution neutre contenant 
des agents tensioactifs.; 

10. Procede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes 

15 antibacteriennes, antivirales et antifongiques est une solution acide contenant 
des agents tensioactifs . 

11. Procede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que la solution detergente contient en outre un 
desinfectant comme une solution d'hypochlorite de sodium, ou d'hypochlorite 

20 de potassium. 

12. Procede selon la revendication 2 caracterise en ce que dans 
la solution acide pour eliminer les depots de sels mineraux, Tacide est choisi 
dans le groupe constitue par Tacide citrique, Tacide peracetique, Tacide 
glycolique ou oxyacetique. 

25 13. Kit destine a l*elimination du biofilm caracterise en ce qu'il 

comprend au moins une solution d'un melange enzymatique contenant au 
moins une enzyme choisie dans le groupe des proteases et au moins une 
enzyme choisie dans le groupe des osidases ou carbohydrases, et au moins 
une solution d'un detergent presentant des proprietes antibacteriennes, 

30 antivirales et antifongiques. 

14, Kit selon la revendication 13, caracterise en ce que la protease 
est choisie dans le groupe constitue par les exopeptidases ou les 
endopeptidases comme la trypsine. 
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7. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le detergent presentant des propnetes 
antibacteriennes, antivirales et antifongiques est une solution contenant des 
agents tensioactifs . 

8. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes 
antibacteriennes. antivirales et antifongiques est une solution alcaline 
contenant des agents tensioactifs et un ammonium. 

9. Procede selon I'une quelconque des revendications 
10 precedentes, caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes 

antibacteriennes, antivirales et antifongiques est une solution neutre contenant 
des agents tensioactifs. 

10. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes 

15 antibacteriennes, antivirales et antifongiques est une solution acide contenant 
des agents tensioactifs . 

11. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que la solution detergente contient en outre un 
desinfectant comme une solution d'hypochlorite de sodium, ou d'hypochlorite 

20 de potassium. 

12. Procede selon la revendication 2 caracterise en ce que dans 
la solution acide pour eliminer les depots de sels min6raux. I'acide est choisi 
dans le groupe constitue par I'acide citrique, I'acide peracetique, I'acide 
glycolique ou oxyacetique. 

13 Kit destine a I'elimination du biofilm caracterise en ce qu'il 
comprend au moins une solution d'un melange enzymatique contenant au 
moins une enzyme choisie dans le groupe des proteases et au moins une 
enzyme choisie dans le groupe des osidases ou carbohydrases, et au moins 
une solution d'un detergent presentant des proprietes antibacteriennes, 
30 antivirales et antifongiques. 

14. Kit selon la revendication 13, caracterise en ce que la protease 
est choisie dans le groupe constitue par les exopeptidases ou les 
endopeptidases comme la trypsine. 
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15. Kit selon Tune quelconque des revendications 13 ou 14 
caracterise en ce que Tosidase ou carbohydrase est choisie dans le groups 
constitue par Tamylase, la glycosidase et la galactosidase. 

5 16. Kit selon Tun quelconque des revendications 13 a 15, 

caracterise en ce que le melange enzymatique comprend en outre une enzyme 
choisie dans le groupe constitue par les hydrolases scindant les liaisons esters 
ou esterases, notamment les carboxylester-hydrolases comme la lipase, les 
phospholipases, et/ou les phosphonodiesterases comme la ribonuclease ; 
10 ' 

17. Kit selon Tune quelconque des revendications 13 a 16 
caracterise en ce que le melange enzymatique est la pancreatine. 

18. Kit selon Tune quelconque des revendications 13 a- 17 
15 caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes antibacteriennes. 

antivirales et antifongiques est une solution contenant des agents tensioactifs. 

19. Kit selon Tun quelconque des revendications 13 a 17, 
caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes antibacteriennes, 
antivirales et antifongiques est une solution alcaline contenant des agents 

20 tensioactifs et un ammonium. 

20. Kit selon Tune quelconque des revendications 13 a 17 , 
caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes antibacteriennes, 
antivirales et antifongiques est une solution neutre contenant des agents 
tensioactifs . 

25 21. Kit selon Tune quelconque des revendications 13 a 17, 

caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes antibacteriennes, 
antivirales et antifongiques est une solution acide contenant des agents 
tensioactifs . 

22. Kit selon Tune quelconque des revendications 13 a 21 
30 caracterise en ce qu'il comporte en outre une solution d'un desinfectant comme 

une solution d'hypochlorite de sodium, ou d'hypochlorite de potassium. 

23. Kit selon Tune quelconque des revendications 13 a 22 
caracterise en ce qu'il comporte en outre une solution d'un acide susceptible 

35 de dissoudre des depots de sels mineraux comme le carbonate de calcium. 
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.5. Kit selon Tune quelconque des revendications 13 ou 14 
caracterise en ce que I'osidase ou carbohydrase est choisie dans le groupe 
constitue par I'amylase, la glycosidase et la galactosidase. 

16. Kit selon Tun quelconque des revendications 13 a 15, 
5 caracterise en ce que le melange enzymatique comprend en outre une enzyme 

choisie dans le groupe constitue par les hydrolases scindant les liaisons esters 
ou esterases, notamment les carboxylester-hydrolases comme la lipase, les 
phospholipases, et/ou les phosphonodiesterases comme la ribonuclease. 

17. Kit selon Tune quelconque des revendications 13 a 16 
10 caracterise en ce que le melange enzymatique est la pancreatine. 

18. Kit selon Tune quelconque des revendications 13 a 17 
caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes antibacteriennes, 
antivirales et antifongiques est une solution contenant des agents tensioactifs. 

19. Kit selon I'un quelconque des revendications 13 a 17, 
15 caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes antibacteriennes, 

antivirales et antifongiques est une solution alcaline contenant des agents 
tensioactifs et un ammonium. 

20. Kit selon Tune quelconque des revendications 13 a 17 , 
caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes antibacteriennes, 

20 antivirales et antifongiques est une solution neutre contenant des agents 
tensioactifs . 

21. Kit selon Tune quelconque des revendications 13 a 17, 
caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes antibacteriennes, 
antivirales et antifongiques est une solution acide contenant des agents 

25 tensioactifs . 

22. Kit selon Tune quelconque des revendications 13 a 21 
caracterise en ce qu'il comporte en outre une solution d'un disinfectant comme 
une solution d'hypochlorite de sodium, ou d'hypochlorite de potassium. 

23. Kit selon I'une quelconque des revendications 13 a 22 
30 caracterise en ce qu'il comporte en outre une solution d'un acide susceptible 

de dissoudre des depots de sels mineraux comme le carbonate de calcium. 

24. Kit selon la revendication 23 caracterise en ce que I'acide est 
choisi dans le groupe constitue par Tacide citriqueune I'acide peracetique, 
I'acide glycolique ou oxyacetique. 

35 
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yi5. Kit selon Tune quelconque des revendications 13 ou 14 
caracterise en ce que Tosidase ou carbohydrase est choisie dans le groupe 
constitue par Tamylase, la glycosidase et la galactosidase. 

16. Kit selon Tun quelconque des revendications 13 a 15, 
caracterise en ce que le melange enzymatique comprend en outre une enzynne 
choisie dans le groupe constitue par les hydrolases scindant les liaisons esters 
ou esterases, notamment les carboxylester-hydrolases connme la lipase, les 
phospholipases, et/ou les phosphonodiesterases comme la ribonuclease. 

17. Kit selon Tune quelconque des revendications 13 a 16 
caracterise en ce que le melange enzymatique est la pancreatine. 

18. Kit selon I'une quelconque des revendications 13 a 17 
caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes antibacteriennes, 
antivirales et antifongiques est une solution contenant des agents tensioactifs. 

19. Kit selon Tun quelconque des revendications 13 a 17, 
caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes antibacteriennes, 
antivirales et antifongiques est une solution alcaline contenant des agents 
tensioactifs et un ammonium. 

20. Kit selon Tune quelconque des revendications 13 a 17, 
caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes antibacteriennes, 
antivirales et antifongiques est une solution neutre contenant des agents 
tensioactifs . 

21. Kit selon I'une quelconque des revendications 13 a 17, 
caracterise en ce que le detergent presentant des proprietes antibacteriennes, 
antivirales et antifongiques est une solution acide contenant des agents 
tensioactifs . 

22. Kit selon Tune quelconque des revendications 13 a 21 
caracterise en ce qu'il comporte en outre une solution d'un disinfectant comme 
une solution d'hypochlorite de sodium, ou d'hypochlorite de potassium. 

23. Kit selon I'une quelconque des revendications 13 a 22 
caracterise en ce qu'il comporte en outre une solution d'un acide susceptible 
de dissoudre des depots de sels mineraux comme le carbonate de calcium. 

24. Kit selon la revendication 23 caracterise en ce que Tacide est 
choisi dans le groupe constitue par Tacide citriquej Tacide peracetique, 
Tacide glycolique ou oxyacetique. 
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24. Kit selon la revendication 23 caracterise en ce que I'acide est 
choisi dans le groupe constitue par Tacide citriqueune Tacide peracetique, 
Tacide glycolique ou oxyacetlque. 



25. Composition destinee a I'elimlnation du biofilm caracterisee en 
ce qu'elle comprend un melange enzymatique contenant au moins une enzyme 
choisie dans le groupe des proteases et au moins une enzyme choisie dans le 
groupe des osidases, et un detergent presentant des proprietes 
antibacteriennes, antivirales et antifongiques. 



26. Composition selon la revendication 25, caracterisee en ce que 
le melange enzymatique est la pancreatine. 
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